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意大利 工蜂 不 同 发 育 时 期 抗 氧化 酶 
基因 mRNA 表达 量 的 变化 


肖 培 新 ， 吴 在 富 ， 刘 昭 华 ， 朝 保 华 ， 
(山东 农业 大 学 动物 科技 学 院 , 山东 泰安 271018 ) 





摘要 : 超 氧 化 物 卜 化 酶 (SOD) 和 过 氧化 氧 酶 (CAT) 在 清除 工蜂 体内 自由 基 的 过 程 中 起 着 关键 的 作用 , 其 活性 和 基因 
表达 量 的 高 低 与 蜜蜂 的 寿命 、 抗 病 力 有 直接 的 联系 , 进而 影响 着 蜂 群 的 生产 性 能 。 本 研究 采用 实时 诡 光 定量 PCR 法 
人 研究 意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 不 同 发 育 时 期 铜 匀 超 氧 化 物 歧化 酶 ( copper zinc superoxide dismutase ， 
CuZnSOD)、 锰 超 氧 化 物 歧化 酶 (manganese superoxide dismutase，MnSOD ) 及 过 氧化 氧 酶 (catalase，CAT) 基因 mRNA 
表达 量 的 变化 。 实 验 分 别 在 幼虫 、 晴 、 成 虫 3 个 阶段 5 个 时 间 点 ( 产 卵 后 5 d 的 幼虫 , 产 卵 后 14 d 的 肾 , 出 房 后 1 d， 
12 d, 32 d 的 成 虫 ) 取 样 。 结 果 表 明 , 3 个 抗 氧化 酶 基因 在 各 个 发 育 阶 段 均 有 表达 , 其 中 CuZnSOD 和 MnSOD mRNA 
的 表达 量 在 幼虫 到 晴 期 和 出 房 后 12 - 32 d 两 个 阶段 呈 下 降 趋 势 , 而 都 以 出 房 后 1 d 时 表达 量 最 大 ,， 晴 期 表达 量 最 
小 , 且 显 著 低 于 其 他 4 个 时 期 (已 < 0. 05 ) 。CuZnSOD 基因 mRNA 的 表达 量 在 成 虫 阶 段 的 下 降 趋势 不 明显 ，MnSOD 
mRNA 的 表达 量 则 显著 下 降 (P<0.05); 而 CAT 基因 的 mRNA 表达 量 以 晴 期 最 低 , 且 其 表达 量 随 蜜蜂 的 生长 发 育 稳 
定 上 升 , 在 出 房 后 12 d 和 32 d 时 表达 量 显著 高 于 其 他 3 个 时 期 。 这 些 人 研究 结果 在 分 子 水 平 上 揭示 了 抗 氧化 酶 基因 
在 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 的 作用 。 
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Changes in mRNA expression level of antioxidant enzyme genes in worker 
bees of Apis mellifera ligustica ( Hymenoptera:.: Apidae ) at different 


developmental stages 
XIAO Pei-Xin, WU Zai-Fu, LIU Zhao-Hua, XU Bao-Hua” (College of Animal Science, Shandong 
Agricultural University ，Tai'an ，Shandong 271018, China) 
Abstract: The superoxide dismutase and catalase play an important role im protecting worker bees from 
reactive oxygen species, and their enzyme activities and expression levels are associated with honeybee 
longevity and disease resistance which affect the performance of the colony. This study was to observe the 
developmental regulation of CuZnSOD, MnSOD and CAT genes in Apis mellifera ligustica worker bees at 
mRNA level by real-time quantitative PCR, so as to provide a theoretical basis for the study of aging and 
disease resistance of honeybees. During the larval, pupal and adult stages, we collected the samples of 
larva ($5 d after egg laying by the queen ) pupa (14 d after egg laying by the queen) and adult (1 d, 
12 d, 32 d after emergence ) , respectively. The results showed that these three antioxidant enzyme genes 
were expressed in all developmental stages. Both CuZnSOD and MnSOD mRNA expression levels decreased 
during larval to pupal stages and the adult stage at 12 -32 d after emergence, with the highest level at 1 d 
adult after emergence and the lowest level in pupa. However, no significant decrease was found in the 
expression of CuZnSOD gene at the adult stage, while the expression of MnSOD gene decreased obviously. 
The lower mRNA level of the CAT gene was detected in pupa. However, the CAT gene expression steadily 
increased during the development of honeybees, and the expression at 12 -32 d adult after emergence was 
significantly higher than those at the other stages (P <0.05). The study illustrates the function of antioxidant 
enzymes at the molecular level during different developmental stages of A. mellifera ligustica worker bees. 
Key words: Apis mellifera ligustica; antioxidant enzyme; mRNA expression level; developmental stage ; 
real-time quantitative PCR 
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在 非 越冬 期 , 蜜蜂 工蜂 的 寿命 一 般 为 5 周 , 即 
35 d, 蜜蜂 和 其 他 的 动物 机 体 一 样 ,在 代谢 过 程 中 ， 
往往 会 产生 大 量 超 氧 阴离子 自由 基 、 拳 目 由 基 太 过 
氧化 氢 等 活性 氧 , 并 且 随 着 日 龄 的 增加 在 体内 不 断 
地 积累 (Meli et al., 2003) 。 过 多 的 目 由 基 如 有 打 不 能 
及 时 被 清除 , 将 会 攻击 各 种 生物 大 分 子 , 引起 DNA 
损伤 、 酶 失 活 及 脂 质 过 氧化 等 一 系列 氧化 损伤 , 蜜 
蜂 抗 氧化 酶 系统 与 工蜂 的 寿命 及 抗 病 力 密切 相关 ， 
而 工蜂 的 抗 病 力 和 寿命 又 与 蜂 群 的 采集 力 和 生产 性 
能 有 着 直接 的 关系 。Corona 等 (2005 ) 比较 了 蜂王 
及 工蜂 不 同日 龄 成 虫 的 抗 氧化 酶 基因 mRNA 的 表 
达 量 , 并 进一步 研究 了 蜂王 及 工蜂 不 同日 龄 成 虫 各 
组 织 间 抗 氧化 酶 基因 mRNA 的 表达 量 , 但 未 涉及 到 
工蜂 发 育 的 幼虫 期 和 晴 期 2 个 阶段 。 本 研究 利用 实 
里 光 定量 PCR, 通过 对 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 
ligustica 工蜂 不 同 发 育 时 期 抗 氧化 酶 基因 铜 鲜 超 氧 
化 物 歧 化 酶 (copper zinc superoxide dismutase ， 
CuZnSOD) 基因 、 锰 超 氧化 物 攻 化 酶 (manganese 
superoxide dismutase，MnSOD ) 基因 和 过 氧化 氧 酶 
(catalase，CAT) 基因 的 mRNA 相对 表达 量 的 分 析 ， 
从 mRNA 表达 水 平 探讨 意大利 工蜂 整个 发 育 时 期 
的 抗 氧化 机 制 , 为 进一步 研究 蜜蜂 的 衰老 和 抗 病 力 
提供 了 理论 依据 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 材料 

1.1.1 试 虫 :意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica， 由 
山东 农业 大 学 试验 蜂 场 提供 。 

1.1.2 主要 试剂 仪器 : 总 RNA 提取 剂 Trizol (Invitrogen 
公司 ) , 琢 脂 糖 (Promega 公司 ), DNA Marker (TaKaRa 
DL2000), 反 转 录 试 剂 合 (TaKaRa RNA PCR Kit) ， 


Real Time PCR 试剂 盒 (TaKaRa SYBR Premix Ex 
Taq“) , 台式 冷冻 离心 机 (Eppendorf 5810 R) , 移 液 
嚣 (Eppendorf ) ,， 凝 胺 成 像 系统 (Alpha Innotech ) ， 
电泳 仪 (北京 六 一 仪器 厂 DYY-12 型 ) , 普通 PCR 仪 
(上 Eppendorf Mastercycler Personal ) ，Real-Time PCR 
System( ABI 7500 ) 。 
1.2 不 同 发 育 时 期 蜜蜂 样品 的 采集 

选用 蜂 群 群 势 一 致 的 意大利 蜜蜂 5 群 , 分别 在 
幼虫 、 旺 和 成 虫 3 个 阶段 5 个 时 间 点 取样 , 分 别 为 
产 卵 后 5 d 幼虫 ( 称 为 A 期 ), 产 卵 后 14 d 晴 ( 称 为 
B 期 ), 出 房 后 1d( 称 为 C 期 ), 12 d( 称 为 D 期 )， 
32 d( 称 为 了 期 ) 的 成 虫 。 每 个 时 期 每 群 蜂 取 6 头 蜜 
蜂 , 每 2 头 密 蜂 作 为 工 个 样品 用 于 抗 氧 化 酶 基因 
mRNA 表达 量 的 检测 , 记 为 3 个 重复 。 取 样 后 蜜蜂 
样品 立即 放 入 液 氨 速冻，- 707 保存 , 用 于 提取 
总 RNA。 
1.3 蜜蜂 总 RNA 提取 、 反 转录 

取 2 汰 蜜蜂 ,Trizol 法 提取 蜜蜂 样品 的 总 RNA， 
紫外 分 光 光 度 计 测 定 总 RNA 浓度 和 纯度 。 用 反 转 
录 试 剂 盒 对 总 RNA 进行 反 转 录 , 反应 体系 为 
20 pL: 2 pL 总 RNA,4nL5x PrimeScript ”Buffer， 
1 AL PrimeScript™ RT Enzyme Mix I , 1 wuL Oligo dT 
Primer (50 pmol/L), 1 
(100 jmol/L) ,11 jnL RNase Free ddH,0。 反 转录 
反应 条 件 如 下 : 体系 混 匀 后 ,37C 反应 15 min， 
85Y 灭 活 $ s。 反 转录 产物 保存 于 -2030 。 
1.4 实时 菊 光 定量 PCR 

所 有 引物 均 按照 SYBR premix Ex Taq ”试剂 盒 
要 求 , 参照 GenBank 上 已 发 表 的 序列 , 采用 DNAMAN 
5.0 设计 引物 ( 跨 内 含 子 )， 引物 序列 见 表 1。PCR 
反应 体系 为 20 pL: 2 pL RT 产物 , 目的 基因 上 游 和 
下 游 引 物 各 0.4 pL, 10 pL 2 xSYBR Premix Ex Taq”， 


uL Random 6 mers 


表 1 CuZnSOD, MnSOD ，CAT 和 B-actin 基因 扩 增 引物 
Table 1] Oligo-nucleotide primer pairs used in the amplification of CuZnSOD, MnSOD, CAT and B-actin genes 


目的 基因 引物 序列 (5' -37) 产物 长 度 (bp) cDNA 参考 序列 
Target genes Primer sequences Product size cDNA reference sequence 
CuZnSOD F: GGATTGCATGGTTTTCATGTTC 94 XM_392913 
R: CATGATCCTTTCCTAATGGGTTG 
MnSOD F: TCCCCAAATGGCGGTAAA 131 XM_393570 
R: AGCCAACCCCAACCAGAAC 
CAT F: TTTTCGGATAGAGGTATTCTGATGG 125 XM_623991 
R: TTCCTTGATCGGTCTTGTAATGG 
B-actin F: CCGTGATTTGACTGCACTACCT 142 XM_623378 
R: AGTTCCCATTTCCTGTTC 
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0.4 kwL ROX Reference Dye [| , 6.8 nL dHO。 反 只 


变性 9$% ,10 s, 退火 5 s, 然后 60% 延伸 
34 s; PCR 产物 用 0.8% 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 


验证 , 后 用 凝 胶 成 像 系统 照相 。 
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数据 统计 与 分 析 


1.s 


量 的 计算 方法 根据 Livak 和 


Schmittgen( 2001 ) 推导 的 2 25 法， 其 中 AACt 
Ct 旧 的 基因 一 Ct 内 艰苦 天， 内 参 基因 为 B 
基因 mRNA 表达 量 值 以 样品 分 别 测 


mRNA 表 ; 


每 个 样品 各 
2 次 后 各 


-actn 。 


mRNA 表达 量 ( 相 对 于 pB-actin) 的 平均 值 表 示 。 各 基 
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Fig. 3 Fragments amplified of CuZnSOD gene 
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为 模板 , 根据 表 1 设计 的 引物 分 别 进行 PCR 扩 增 ， 


PCR 产物 经 过 0.8% 到 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 , 分 别 获 


得 131， 123 ， 94 ， 142 bp 的 目的 片段 (图 1~4)。 
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Fig. 2 Fragments amplified of CAT gene 
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32 d 时 CAT 基因 的 表达 量 迅 速 升 高 , 在 出 房 后 32 
d 时 达到 最 高 值 ; CAT 基因 在 出 房 后 12 d 和 32 d 
时 的 表达 量 均 显 若 高 于 幼虫 、 晴 和 出 房 后 1d3 个 
时 期 的 表达 量 (P <0.05)。 
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CuZnSOD mRNA/B-actin mRNA 
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A B C D E 


发 育 时 期 Developmental stage 
图 5 意大利 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 CuZnSOD mRNA 
的 表达 量 
Fig. S$ CuZnSOD mRNA expression level in Apis mellifera 
ligustica at different developmental stages 
A: 产 卵 后 5 4d 幼虫 Larva (5 d after egg laying by the queen) ; B: 产 卵 
后 14 d 肾 Pupa (14 d pupa after egg laying by the queen) ; C: 出 房 后 
1 d 成 虫 Adult (1 d after emergence); D: 出 房 后 12 d 成 虫 Adult (12 
d after emergence ); FE: 出 房 后 32 d 成 虫 Adult (32 d after 
emergence). 柱 上 不 同 字 母 表示 不 同 发 育 阶 段 的 基因 表达 量 存在 显 
著 差 异 (P <0.03); 和 下 同 。Different letters above bars indicate 




















significant difference in gene expression level at different developmental 


stages (P <0.05). The same below. 
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图 6 意大利 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 MnSOD mRNA 
的 表达 量 
Fig. 6 MnSOD mRNA expression level in Apis mellifera 


ligustica at different developmental stages 
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图 7 意大利 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 CAT mRNA 
的 表达 量 
Fig. 7 CAT mRNA expression level in Apis mellifera 


ligustica at different developmental stages 
3 讨 论 


Kanzok 等 (2001) 的 研究 表明 昆虫 体内 没有 谷 
胱 甘 肽 过 氧化 酶 和 谷 胱 甘 肽 还 原 酶 的 编码 基因 。 作 
为 一 种 社会 性 昆虫 , 蜜蜂 主要 通过 超 氧化 物 此 化 酶 
和 过 氧化 气 酶 协同 清除 超 氧化 物 阴 离子 自由 基 和 
H,0, ,以 减少 和 阻 断 脂 质 过 氧化 反应 。Williams 等 
(2008 ) 指出 抗 氧 化 能 力 降低 是 密 蜂 行为 衰老 和 寿 
命 缩 短 的 主要 原因 ,蜜蜂 正常 代谢 和 飞行 时 其 体内 
会 产生 大 量 氧 自由 基 , 这 些 氧 自 由 基 随 着 蜜蜂 日 龄 
的 增加 在 体内 不 断 地 积累 , 其 肤色 逐渐 变 深 , 生命 
力也 逐渐 下 降 。 

动物 机 体 抗 氧 化 酶 基因 的 活性 和 mRNA 表达 
量 在 不 同 物种 、 不 同 此 官 和 组 织 、 不同 发 育 时 期 及 
不 同性 别 间 都 有 差异 ( 张 克 烽 等 , 2007) 。 对 同一 龄 
期 的 家 乔 研 究 发 现 ，SOD 活性 以 龄 初 和 龄 未 较 高 ， 
而 在 龄 中 较 低 ， 龄 初 SOD 酶 的 活力 略 高 于 龄 末 。 
在 同一 品种 不 同龄 甬 的 实验 中 ,SOD 活性 与 虫 龄 呈 
负 相 关 , 4 龄 看 高 于 5 龄 和 看, 化 晴 后 SOD 活力 迅速 
上 升 , 然后 迅速 下 降 , 幼虫 期 和 肾 期 的 SOD 活性 变 
化 幅度 都 很 大 ( 张 学 明和 徐 俊 良 ，1998; 罗 灿 等 ， 
2002) 。Ahmad(1992 ) 指 出 昆虫 同 大 多 数 疹 椎 动物 
相 比 ， 生 命 周 期 较 短 , 更易 受 氧 胁迫 。Kaneko 等 
(2005 ) 人 研究 了 不 同 种 群 的 轮 忠 在 食物 量 受 限制 的 
不 同 生命 周期 MnSOD 基因 的 表达 , 结果 发 现年 龄 
较 大 的 轮 虫 SOD 基因 mRNA 的 表达 水 平 较 高 。Inal 
等 (2001) 对 人 的 研究 表明 , SOD 的 活性 与 年 龄 呈 负 
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相关 , 整体 的 变化 规律 是 先 降低 后 升 高 , 后 义 随 着 
年 龄 的 增加 而 降低 ; 当 处 于 年 龄 段 的 后 期 时 ，CAT 
的 活性 和 两 二 醛 的 水 平 都 要 显著 高 于 之 前 的 年 龄 ， 
整个 过 程 CAT 活性 的 变化 规律 是 先 降低 后 升 高 ， 
在 老年 期 时 活性 达到 最 高 。Jozwiak 和 Jasnowska 
(1985 ) 研究 表明 4 ~ 80 岁 的 波兰 人 的 CAT 活性 随 
年 龄 的 增加 而 不 断 的 提高 。 

本 研究 结果 表明 , 蜜蜂 的 CuZnSOD , MnSOD 和 
CAT 基因 mRNA 的 相对 表达 量 均 以 晴 期 最 低 ， 
CuZnSOD 和 MnSOD 基因 晴 期 的 表达 量 显著 低 于 其 
他 发 育 时 期 ， 当 蜜蜂 出 房 后 1 d 时 ，CuZnSOD 和 
MnSOD 的 mRNA 表达 量 最 大 , 后 随 着 蜜蜂 日 龄 的 
增加 而 降低 , 可 能 是 因为 破 腊 盖 而 羽化 出 的 幼年 工 
蜂 ( 刚 出 蜂 房 1 d) 体 色 较 淡 , 整个 喘 体外 上 骨骼 较 软 ， 
体 表 绒 毛 柔 嫩 ， 内 脏 右 官 虽 已 形成 , 但 是 身躯 还 相 
当 脆 弱 ， 需 有 一 个 发 育成 熟 的 过 程 ( 郑 爱 娟 等 ， 
2008) ， 因 此 代谢 比较 旺盛 ，CuZnSOD 和 MnSOD 的 
活性 比较 高 。 到 成 虫 发 育 后 期 , 体内 代谢 转 人 正常 
状态 , 所 以 SOD 活性 又 降下 来 。 而 CAT 基因 的 表 
达 量 规律 是 从 幼虫 期 开始 降低 ,到 师 期 降 到 最 低 
点 , 工蜂 出 房 以 后 ， 随 着 工蜂 日 龄 的 增加 ,基因 表 
达 量 稳步 上 升 , 在 出 房 后 32 d 时 达到 最 大 值 , 可 能 
是 有 翅 成 虫 和 生物 发 光 虫 飞行 期 间 体 内 能 产生 较 高 
浓度 和 活性 的 CAT, 而 幼虫 和 不 发 光 虫 体 含量 较 
少 。 综 上 所 述 , 本 人 研究 从 基因 表达 水 平 探讨 了 意 
利 蜜蜂 不 同 发 育 时 期 内 抗 氧 化 酶 CuZnSOD, MnSOD 
和 CAT 的 抗 氧化 机 制 , 结果 发 现在 意大利 蜜蜂 的 
各 个 发 育 时 期 内 , 上述 3 个 基因 均 有 表达 , 但 不 同 
基因 在 不 同 发 育 阶 段 的 表达 量变 化 较 大 。 在 蜜蜂 发 
育 的 幼虫 期 、 蜂 和 出 房 后 1 d 3 个 发 育 时 期 ， 
CuZnSOD 和 MnSOD mRNA 表达 量变 化 较为 明显 ， 
可 能 发 挥 着 主要 的 抗 自由 基 人 作用。 而 CAT 基因 则 
在 出 房 后 12 d 和 出 房 后 32 d 时 有 和 较 高 的 表达 量 ， 
可 能 对 于 意大利 蜜蜂 生长 后 期 自由 基 的 清除 起 重要 
作用 , 而 更 深入 具体 的 抗 氧化 机 制 需 在 和 蛋白质 水 平 
进一步 验证 。 
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